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Abstract of DE4403789 

The invention relates to the use of coloured NMR, X-ray or possibly dye-containing ultrasonic-image- 
producing substances for marking bodily tissues. 
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@ Mittel zur visuellen Markierung von Korpergewebe 

(57) Die Erfindung betrifft die Verwendung von farbigen NMR-, 
Rontgen- Oder gegebenenfalls Farbstoff-enthaltenden Ultra- 
schall-biidgebenden Substanzen, zur Markierung von Kor- 
pergewebe. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft den in den PatentansprQchen 
gekennzeichneten Gegenstand, das heifit die Verwen- 
dung von farbigen NMR- oder Rdntgenkontrastmittein 
oder von gegebenenfalls farbstoffhaltigen Ultraschall- 
kontrastmitteln zur Herstellung eines diagnostischen 
Mittels zur visuellen Markierung von Korpergewebe. 

Mit zunehmender Verfeinerung der radiologischen 
Bildgebung werden immer mehr kleine Veranderungen 
entdeckt, die f Qr den Chirurgen zum Teil weder bei der 
klinischen Untersuchung noch intraoperativ sicher tast- 
bar sind. So konnen Strukturen bis zu I mm 3 sichtbar 
gemacht werden. Derartige Veranderungen konnen 
auch fur den Pathologen schwer auffindbar sein, da aus 
Kosten- und Zeitgrtlnden die sehr aufwendige millime- 
terweise Aufarbeitung groBerer Gewebe im allgemei- 
nen nicht mdglich ist Dies ist besonders wichtig beim 
Nachweis kleiner Malignome, bei Malignom-Fruhsta- 
dien wie in-situ-Karzinomen (die fast regelmaBig nicht 
tastbar sind) und zum Nachweis der sicheren Excision 
bei radiologisch unklaren Veranderungen, wo sich even- 
tuell histologisch kein Malignom findet Als Beispieie fur 
Veranderungen, die praoperativ markiert werden mGs- 
sen, seien genannt: Nicht tastbare beim mammographi- 
schen Screening gefundene suspekte Veranderungen 
oder kleine subpleurale Veranderungen, die zum Meta- 
stasenausschluB oder -nachweis fur die Therapieent- 
scheidung bei Patienten mit Sarkomen oder Hodentu- 
moren excidiert werden mussen. 

Um das Auffinden solcher Veranderungen ohne un- 
notige Traumatisierung oder Entfernung groBer gesun- 
der umgebender Gewebe sicherzustellen und um eine 
zuverlassige Korreiation zum histopathologischen Be- 
fund (auch aus forensischen Griinden) zu gewahrleisten, 
milssen solche Veranderungen praoperativ unter soge- 
nannter Rontgen-, Ultraschall-, computertomographi- 
scher oder kernspintomographischer Steuerung mar- 
kiert werden. 

Fur radiologisch gesteuerte Gewebemarkierungen 
wurden — nach Darstellung der Lasion mit dem ent- 
sprechenden radiologischen Verfahren — bisher vor- 
wiegend folgende Techniken angewandt: 

1. Markierung der fiber dem Gewebe liegenden 
Haut durch einen Gegenstand oder durch Farbe. 

2. Eine Nadel oder Draht (im allgemeinen mit Ver- 
ankerungsmoglichkeit) wird an den Herd gefuhrt 
und dort bis zur Operation belassen. 

3. Das zu excidierende Gewebe wird durch Ein- 
spritzen eines Farbstoffes direkt markiert 

Die genannten Techniken sind jedoch mit verschiede- 
nen Nachteilen behaftet So. ist die Methode 1 ungenau 
bei Lasionen in tieferliegendem Gewebe, insbesondere 
bei Gewebe mit deutlicher Atemverschieblichkeit (z. B. 
Mammacarzinom). Methode 2 fiberwindet diesen Nach- 
teil, dafur besteht allerdings erhfihte Infektionsgefahr, 
insbesondere dann, wenn ein langerer Zeitraum zwi- 
schen der Diagnose und der Operation liegt Der Patien- 
tenkomfort ist gering, des weiteren besteht die Gefahr 
der Dislokation trotz Verankerung sowie die Gefahr 
des intraoperativen Abschneidens und somit Verbleiben 
eines spitzen FremdkSrpers im Gewebe [A.W.M.C 
Owen and E. Nanda Kumar: Migration of localizing 
wires used in guided biopsy of the breast. ClirL Radiolo- 
gy (1991) 43, 251. J.B. Bristol, Jones, P. A.: Transgression 
of a localizing wire into the pleural cavity prior to mam- 
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mography. Br. J. of Radiology (1981) 54, 139-140. LS. 
Gormly, LW. Bassett: Pre biopsy needle localizing, duc- 
tography and pneumocystography. In: Mitchell, G.W., 
Bassett, LW.: (eds): The female breast and its disorders. 
5 Baltimore, Williams and Wilkins, 1990]. 

Derzeit haufigst angewendete Methode ist die Me- 
thode 3. Im allgemeinen wird dabei unter radiologischer 
Kontrolle eine Injektionsnadel direkt in den Herd ein- 
gefuhrt und der betreffende Farbstoff injiziert Dabei ist 

io jedoch — besonders bei kleinen Lasionen — nicht si- 
chergestellt, daB der Farbstoff tatsachlich in die Lasion 
injiziert wurde. So geschieht es hauf ig, daB der Farbstoff 
dicht am Herd vorbei injiziert wird. Um den Aufent- 
haltsort des Farbstoffs exakt zu lokalisieren, mischt man 

15 diesen daher im allgemeinen mit einem Kontrastmittel 
(NMR, Rdntgen), welches leicht in einem entsprechen- 
den bildgebenden Verfahren detektierbar ist und aus 
dessen raumlicher Lage auch auf die genaue Lage des 
Farbstoffs geschlossen werden kann. Als Farbstoffe zur 

20 Gewebemarkierung kommen bisher einerseits wasser- 
losliche Farbstoffe, wie Indigocarmin oder Methylen- 
blau etc. oder nichtiosliche Stoffe, wie aufgeschwemmte 
sterile Aktivkohle zur Anwendung. 
Wasserlosliche Farbstoffe haben — abgesehen von 

25 wenigen allergischen Reaktionen — den Vorteil der an- 
nehmbaren Vertraglichkeit Sie sind fur den Chirurgen 
gut sichtbar und werden vollstSndig ausgeschieden. Ihr 
Hauptnachteil ist, daB sie sehr rasch im Gewebe diffun- 
dieren. Bereits bei einem relativ kurzen Intervall (ab 

30 1—2 Stunden) zwischen radiologischer Markierung und 
Operation breitet sich der Farbstoff rasch in die Umge- 
bung aus, so daB groBe Areale angefarbt sind und eine 
exakte Zuordnung dann nicht mehr mdglich ist 

Die sterile, in physiologischer Kochsalzldsung aufge- 

35 schwemmte Aktivkohle hingegen bleibt groBenteils am 
Injektionsort liegen, bis sie vom Operateur entfernt 
wird. Dies erleichtert die Zeitplanung zwischen radiolo- 
gischer Markierung und z. B. einer Operation im Routi- 
nebetrieb erheblich- AuBerdem ist bei guter Markierung 

40 im allgemeinen eine exakte histopathologische Korreia- 
tion ohne Schwierigkeiten mdglich. Als Nachteile der 
Aktivkohle sind jedoch zu nennen, daB diese vom K6r- 
per nicht ausgeschieden werden kann und zu reaktiven 
Veranderungen im Gewebe oder in drainierenden 

45 Lymphknoten fuhren kann. AuBerdem neigt auch fein- 
partikulare Aktivkohle — moglicherweise durch elek- 
trostatische Effekte — zum Klumpen. Dies ist ein deutli- 
cher Nachteii, da Nadeln bis zu 18 Gauge haufig ver- 
stopfen und damit eine erneute Markierung mit neuer 

so Nadel erfolgen muB. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher ein 
Markierungsmittei bereitzustellen, daB die Nachteile 
des Standes der Technik uberwindet, d. h. ein Markie- 
rungsmittei zu finden, das 

55 

1. gut vertraglich ist, 

2. eine Immobilitat im Gewebe uber einen ausrei- 
chend langen Zeitraum aufweist, 

3. sowohl visuell als auch radiologisch in dem be- 
60 treffenden Gewebe erkennbar ist und das 

4. gut injizierbar durch lange und diinne KanQlen 
ist 

Die Aufgabe wird durch die Erfindung gel6st 
65 Es wurde gefunden, daB schwarze oder farbige Kon- 
trastmittel fur die Magnet-Resonanz-Tomographie 
oder Rontgendiagnostik, sowie Gas-/Farbstoff- oder 
Gas-enthaitende Mikropartikel, wie sie fOr die Ultra- 
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schall-Diagnostilcgeeignetsind.diegenanntenAnforde- ^^g^S^SS^O^ 

geeignet and. Verwendune von far- Farbstoffs und der visuellen Wiederauffindung der mar- 

Die Erfindung bemfft sonut die Ve ™ e ™ u "S v ° n "' £.* ° Stelle auch im Fa n e sch nell diffundierender was- 

bis schwarzen Farbe auch gut visuell erkennbar. so ,4* "g^J^Lten Mittel eignen sich hervorragend 
sie sich besonders gut zur von teUenGew- D ^o ^genan ^b^ndere in Korper- 

eignen. ObwoW Magnetue .^J^J^^ 25 g £glich sind. Sie sind fiberraschenderwe.se auch fiber 

von weit unter I urn aufweisen rie linen langeren Zeitraum ortsstabU, d. h. sie diffundieren 

pendierbar und damit transportfahig sind. bleiben sie einen ^a t, ^chen Markierung und Opera- 

Sach Injektion in das Gewebe fiir H ^"«^ef lange m dem Z^^^JarlSS^ Die genann- 

Zeit(Tage bis Monate) weitgehend unverdunnt am In- uon ^nwht ^J^™"* ^ ablrraschenderweise 

jektionsort liegen und sind dort mit dem Auge gut zu 30 ' e "¥f^^^ visueU erkenn- 

erkennen. Magnetite sind lokal gu vertraghch Langto- £ re ^ m ? o1 « f ™f J dgeb enden radiologischen Ver- 

M^iten »U,ah» e Eb e n « K»U„mrho*™d d. ^U^SSSSH * ■ B. Mammography 

P«A^ifi cB«n7nfin 84 054 99 GB 84-08127, Markierung herbeizufuhren. 

EPO 186 616, SE 83 070 60, ^twuww, ooot voi^/, « en annten Mittel sind damit von besonderem 

DE 35 79 899, WO91/05807 beschneben. wSlStofttown kleinen Gewebearealen, 

SHH^srJs assarts 

gaA Gadolinium' + etc. handelt, mitteis der Magnet- dengewebe^ ndere auch> um die Stelle der 

werden in der DE 43 30 958 beschneben Als Farbstoff J^ iere ^ er S ° Gewebe sondern umliegendes ge- 

eignen sich prinzipiell alle physiolog.sch vertraghchen ^^^^^^^^.^ahOg^ 

Farbstoffe, wie z. B. Hamoglobm, Chlorophyll usw Ge- 6 o sundes Gewe ibe «»™ m ™ h ^ efund fahr s t Inji2 i e rt 

eignet sind aber auch solche Farbstoffe, die m unvertap- einem fabrfua > IJjgJgg 5 ™ en £ Probeentnahme die 

seLr Form schnell diffundieren wurden (w* ^ B Me- ^S^^SS^SlLnflh, so kann in den 

thylenblau), Durch die Verkapselung wird die Diffusion JJJ^ aj™ ^ Verfahren leicht erkannt 

^^r^r^X^^^ as Sn^oS tatsachlich an der beabsichtigten 

2? DE433 r 0 beschrieben, durch Einstrahlen von St^o^jwu^ die ge „ annten Mittel in der 

Ultraschall geeigneter Frequenz und Wellenlange frei- R ^^f^^ chen{i lai f ge Kanule als LSsung, 
gesetzt werden. 
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Suspension oder Emulsion, unter Sichtkontrolle der ge- 
nannten biidgebenden Verfahren in den entsprechenden 
Gewebebezirk eingebracht Sofern es sich bei dem ver- 
wendeten biidgebenden. Verfahren urn die Kernspinto- 
mographie handelt, sind wegen der starken Magnetfel- 
der selbstverstandlich Kanulen aus unmagnetischem 
Material zu verwenden. Aufgrund der biidgebenden Ei- 
genschaften des applizierten Mittels kann unmittelbar 
nach der Applikation ein Kontrollbild angefertigt wer- 
den, dem entnommen werden kann, ob die Markierung 
tatsSchiich an der gewiinschten Stelle plaziert wurde. 
Auch fur den Fall, daB die Lasion verfehlt wurde, kann 
der operierende Chirurg den Tumorbezirk anhand der 
Farbmarkierung leicht wiederfinden, da die relative La- 
ge des Tumorbezirks zur Farbmarkierung aus dem 
Kontrollbild leicht entnommen werden kann. 

Wie bereits erwahnt sind die genannten Mittel im 
ailgemeinen mit dem bloBen Auge leicht zu erkennen. 
Im Falle yon Ultraschall-Kontrastmitteln auf der Basis 
von gashaltigen Mikropartikeln empfiehlt es sich jedoch 
(wegen der durch die Partikel hervorgerufenen nur un- 
deutlichen Markierung), anstelle der visuellen Inspek- 
tion die Wiederauffindung der Partikel mit einem Ultra- 
schall-Scanner vorzunehmen. Derartige Gerate sind (im 
Gegensatz zu einem Kernspintomographen oder einem 
Rontgengerat) in jedem Operationssaal verfiigbar. 

Bei einigen Markierungsmitteln, wie z. B. Porphyria 
nen empfiehlt es sich, den farbgebenden Effekt durch 
Anregung mit Infrarot- bzw. Ultraviolett-Licht zu ver- 
starken. Auch die hierfflr benotigten Hilfsmittel sind in 
jedem Operationssaal leicht zuganglich. 

Alle fur die Injektion in Gewebe vorgesehenen Zube- 
reitungen mussen unbedingt steril sein. Sie konnen ge- 
wunschtenfalls die iiblichen pharmazeutischen Hilfs- 
stoffe zur Isotonisierung (z. B. Glucose, NaCl), Puffer- 
ung oder Stabilisierung der Ldsung oder Emulsion oder 
Suspension enthalten. 

Die applizierte Dosis richtet sich vor allem nach der 
GrdBe des zu markierenden Gewebebereiches. Sie kann 
mit 50 pi sehr gering sein. Bevorzugt werden Injektions- 
volumina von 0,1 bis 2 mL Bei groBeren oder multifoka- 
len Prozessen kann es notwendig sein, bis zu 5 oder 
mehr Milliliter des Markierungsmittels zu injizieren. Bei 
niedrigen Volumina werden hdhere Konzentrationen 
der einzelnen Komponenten bevorzugt, bei hdheren 
Volumina wird man eher mit geringeren Konzentratio- 
nen auskommen, auch urn Artefakte in der biidgeben- 
den Diagnostik zu vermeiden. 

Die Konzentrationen der applizierten Mittel variie- 
ren in Abhangigkeit von dem jeweils gewahlten biidge- 
benden Verfahren. 

So werden kontrastgebende Substanzen far die Ma- 
gnet- Resonanz-Tomographie in Konzentrationen von 
0,1 — 100 jimol/ml, bevorzugt 1 —20 jimol/ml eingesetzt, 
rdntgenkontrastgebende Mittel im Bereich von 
3— lOOmg kontrastgebendes Element (z.B. Jod, Eisen 
etc.)/ml und ultraschallkontrastgebende Praparate im 
Bereich von 0,01 bis 50 jil Gas/ml, bevorzugt 0,1 bis 5 \l\ 
Gas/ml eingesetzt 

Magnetite werden als waBrige Ldsungen mit ca. 
0,1 p.mol Eisen/ml bis 500 nmol Eisen/ml eingesetzt Be- 
vorzugt sind stark gefarbte Ldsungen mit ca. 
20 - 500 \imo\ Eisen/mL 

Metalloporphyrine werden in dem gleichen Konzen- 
trationsbereich eingesetzt (0,1 p.mol/ml— 500 jxmol/ml), 
wobei der bevorzugte Bereich bei 20— 200 p.moI/ml 
liegt. 

Andere paramagnetische oder Metallionen-haltige 
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oder, Jod-haltige Farbstoffe wie z. B. Bengalrosa, Ery- 
throsin, Tetrachlortetraiod- Fluorescein werden bevor- 
zugt etwas hdher konzentriert verwendet 
(50—500 punol/ml). 
5 Die angegebenen Konzentrationen sind als Richtwer- 
te anzusehen, sie konnen im Einzeifall uber- bzw. unter- 
schritten werden. Sie sind ausreichend, urn in dem je- 
weils gewahlten radiologischen Verfahren einen deutli- 
chen biidgebenden Effekt und gleichzeitig eine visueli 
io erkennbare Markierung des Gewebes hervorzurufen. 
Die nachfolgenden Beispiele dienen der Erlauterung 
des Erfindungsgegenstandes, ohne ihn auf diese be- 
schranken zu wollen. 

15 Beispiel 1 

Markierung eines Biopsiebereichs mit Magnetiten 

^ Ein verdachtiger Gewebebezirk wird im MRT identi- 
20 fiziert Zur Untersuchung auf tumoroses Gewebe wird 
eine Biopsie mittels einer Nadel durchgefuhrt, bei der 
Zellen aus dem betreffenden Bereich gewonnen werden. 
Zur Kontrolle der exakten Lage der Nadel sowie zur 
Erleichterung der Wiederfindung des betreffenden Ge-. 
25 webebezirks im Falle einer spateren Operation werden 
0,5 ml einer 50 mmolaren Dextran-Magnetitlosung (SH 
U 555, Schering AG, Berlin) injiziert Nach Injektion der 
Ldsung stellt sich der betreffende Bereich im MRT si- 
gnalarm dar. Bei der intraoperativen Freilegung ist der 
30 Biopsiebereich an der braunlichen Verfarbung zu er- 
kennen. Auf gleiche Weise kann sich der Pathologe in 
dem Operationsmaterial orientieren und die notwendi- 
gen Schnitte in der richtigen Ebene anlegen. 

35 Beispiel 2 

Markierung eines Biopsiebereichs mit Porphyrinen 

Es wird wie in Beispiel 1 beschrieben vorgegangen. 

40 Als Markierungslosung werden jedoch 2 ^iMoI Mangan 
(als Mangan(III) {Tetrakis-[3-{carboxylatomet- 
hoxy)-phenyl]-porphyrin} -acetat-Komplex) in einem 
Milliliter physiologischer Kochsalzlosung injiziert Bei 
der intraoperativen Freilegung ist der Biopsiebereich an 

45 der geibgrunlichen Verfarbung zu erkennen. Durch 
kurzfristiges Anregen mit UV-Licht kann der Farbef- 
fekt zusatzlich verstarkt werden. 

Beispiel 3 

50 

Markierung eines Mammacarcinoms mit Magnetiten 

Bei der Mammographie werden Mikroverkalkungen 
in einem Volumen von weniger als 0^ cm 3 gefunden. 

55 Die Region wird stereotaktisch biopsiert Gleichzeitig 
werden 0,2 mi 500 mmolarer Magnetitlosung injiziert 
Aufgrund der Biopsie erfolgt der Nachweis eines Mam- 
macarcinoms. Die intraoperative Identifizierung der La- 
sion ist durch die deutlich schwarzbraune Verfarbung 

60 erleichtert 

Beispiel 4 

Markierung von Muskelgewebe mit Magnetiten 

65 

Die Dextran-Magnetitldsung (SH U 555, Schering 
AGX wird in einer Konzentration von A) 500 mmol Fe/ 
Liter, B) 250 mmol Fe/Liter, C) 125 mmol Fe/Liter und 
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einer Dosis von 1 ml in Muskelgewebe injiziert und 
mittels der Computertomographie untersucht Das Ma- 
gnetit-Depot ist in alien Fallen deutlich erkennbar und 
in der Form scharf begrenzt. Nach Offenlegen des be- 
treffenden Gewebebezirkes ist das Magnetit durch die 
braunliche Verfarbung optisch leicht erkennbar. 

Beispiel 5 

Methylenblau-haltige Mikropartikei aus Poly(D,L- 
Milchsaure-Glykolsaure) werden in vitro in einer Ge- 
webeprobe mit Ultraschali (Schaiidruck > 50dB, Fre- 
quenz 2,5 MHz) bestrahlt und setzen dabei lm Gewebe 
MethylenblaufreL 

Die Methylenblau-haltigen Partikel sind herstellbar 15 
wie in der DE 43 30 958 (Beispiel 8) offenbart, indem 4 g 
Poiy(D,L-MUchsaure-Glykoisaure) (50 : 50) (Resomer 
RG 503, Boehringer Ingelheim) gelost in 50 ml CH 2 C1 2 , 
mit 20 mg Methylenblau, gelost in 4 ml waBriger 4%iger 
Gelatinelosung, unter Riihren mit einem schnellaufen- 
den Riihrwerk emulgiert werden. AnschlieBend werden 
weitere 200 ml einer 4°/oigen autoklavierten Gelatinelo- 
sung zugegeben. Die Emulsion wird 8 h bei Raumtem- 
peratur geruhrt Die entstandenen Partikel werden 
durch einen 5 iim-Fflter filtriert, durch Zentrifugation 
separiert, in 50 ml 4%iger autoklavierter Gelatinelo- 
sung resuspendiert, bei - 78 °C eingefroren und gefner- 
getrocknet Nach Resuspendierung werden die gashalti- 
gen Mikropartikei durch Zentrifugation (bei 1000 Upm, 
30 min) abgetrennt Die so erhaltenen Partikel werden 30 
in 20 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen 
und konnen direkt zur Markierung von Korpergewebe 
eingesetzt werden. 
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Beispiel 6 
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Einem Hund werden 0,05 ml einer Suspension gasge- 
fullter Hohlkorper mit einer Hulie aus bioabbaubarem 
Poly-2-Cyanacrylsaurebutylester (W093/25242; Bei- 
spiel 1) und einer mittleren PartikelgroBe von ca. 2 40 
in die Oberschenkelmuskulatur injiziert 3,5 Stunden 
spater wird bei der Ultraschalluntersuchung mittels ei- 
nes 3,5 MHz Schallkopfes ein scharf begrenztes Depot 
des Kontrastmittels gefunden, das in alien Ebenen gut 
lokalisierbarist. 

Patentanspruche 

1. Verwendung von farbigen NMR- oder Rontgen- 
kontrastmitteln oder von farbstoffhaltigen Ultra- 
schallkontrastmitteln zur Herstellung eines diagno- 
stischen Mittels zur visuellen Markierung von Kor- 
pergewebe. - . 

2. Verwendung von Ultraschallkontrastmitteln zur 
Herstellung eines diagnostischen Mittels zur Mar- 
kierung von Korpergewebe. 

3 Verwendung eines Mittels nach Anspruch 1, ent- 
haltend als farbiges NMR-Kontrastmittel rninde- 
stens ein Metallporphyrin, magnetische Eisenoxid 
Partikel, Nitroxid oder Melanin. 

4. Verwendung eines Mittels nach Anspruch 1, ent- 
haltend ais farbiges Rontgen-Kontrastmittel Ben- 
galrosa, Erythrosin oder Tetrachlortetraiod-Fluo- 
rescein. 

5. Verwendung eines Mittels nach Anspruch 1, ent- 
haltend als farbstoffhaltiges Ultraschall-Kontrast- 
mittei Mikropartikei bestehend aus einer Hulie aus 
einem biologisch abbaubaren Polymeren und ei- 
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nemGas- und Farbstoff-haltigen Kern. 

6. Verwendung eines Mittels nach Anspruch 2, ent- 
haltend als Ultraschall-Kontrastmittel Mikroparti- 
kei bestehend aus einer Polylactid-giycolid- oder 
Polycyanacrylat-Hulle und einem Gas-haltigen 
Kern. 

7. Mittel zur Markierung von Korpergewebe, ent- 
haltend rnindestens eine farbige, radiologisch nach- 
weisbare Substanz. 

8. Mittel zur Markierung von Korpergewebe ge- 
maB Anspruch 7, enthaltend als farbige, radiolo- 
gisch nachweisbare Substanz Magnetite. 

9. Mittel zur Markierung von K6rpergewebe ge- 
maB Anspruch 7, enthaltend als farbige, radiolo- 
gisch nachweisbare Substanz Metall-Komplexe 
von Porphyrinen. 

10. Mittel zur Markierung von Korpergewebe ge- 
maB Anspruch 7, enthaltend als farbige, radiolo- 
gisch nachweisbare Substanz Gas-enthaltende Mi- 
kropartikei, die gegebenenfalls zusatzlich einen 
Farbstof f enthalten. 



